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1 EINLEITUNG 
B- und T-Lymphozyten sind die Zellen des adaptiven Immunsystems. Sie verfügen 
jeweils über ein hochvariables Antigen-Rezeptor-Repertoire. Die T-Zellen lassen sich 
anhand ihrer T-Zell-Rezeptor-Struktur in αβ- und γδ-T-Zellen unterteilen; in welchem 
Verhältnis zueinander die beiden Untergruppen vorliegen ist spezies-, alters- und 
gewebeabhängig. Während zu Bedeutung und Funktionen von B-Zellen und αβ-T-
Zellen in den letzten 60 Jahren bereits vieles erforscht wurde, fehlen bislang 
Erkenntnisse über die genauen Fähigkeiten der γδ-T-Zellen sowie eine Erklärung für 
deren evolutionäre Co-Entwicklung mit den αβ-T-Zellen. Das rührt unter anderem 
daher, dass die klassischen Untersuchungsmodelle der Immunologie Maus und Mensch 
sind, diese aber nur relativ wenige γδ-T-Zellen besitzen. Im Gegensatz zu Mäusen und 
Menschen haben Hühner (Gallus gallus) eine vergleichsweise hohe γδ-T-Zell-Frequenz 
[1] und bieten sich deshalb als Modell zur genaueren Untersuchung der Funktionen und 
Fähigkeiten dieser Zellen an.  
Da Pathogene, wie Viren und Bakterien, auch intrazellulär vorliegen können und somit 
für die Antikörper der B-Zellen nicht direkt zugänglich sind bzw. Tumorzellen so zum 
Teil nicht erkannt werden können, benötigt das Immunsystem hierfür eine andere 
Abwehrstrategie. Diese wird angewendet durch NK-Zellen sowie zytotoxische T-
Zellen, indem sie infizierte oder veränderte körpereigene Zellen erkennen und gezielt 
abtöten können. Im Säuger wird diese Zytotoxizität auch durch NK-Zellen vermittelt, 
wohingegen im Huhn - abgesehen vom intestinalen Epithel - kaum NK-Zellen in 
lymphoidem Gewebe wie z.B. im Blut, der Milz oder der Lunge nachzuweisen sind [2, 
3]. Es kann allerdings vermutet werden, dass diese Aufgabe im Huhn von den vermehrt 
vorhandenen γδ-T-Zellen übernommen wird, da diese im Säuger in in vitro Studien 
zytotoxische Eigenschaften zeigten [4, 5]. 
γδ-T-Zellen spielen beim Säuger eine wichtige Rolle in der „first line of defense“, da sie 
vor allem in epithelreichen Barriere-Geweben zu finden sind und hier auf eindringende 
Pathogene treffen [6, 7]. Verschiedene Aspekte ihrer Funktionsweise sowie ihre 
möglichen Liganden blieben aber bislang auch im Bereich der Geflügelimmunologie 
ungeklärt. Da unsere Arbeitsgruppe vor kurzem ein Langzeit-Kultivierungssystem für 
Hühner-γδ-T-Zellen etabliert hat, können nun insbesondere die zytotoxischen 
Fähigkeiten dieser Zellen und deren Rolle im Haushuhn näher untersucht werden. 
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2 LITERATURÜBERSICHT 
2.1 HÜHNER IN DER IMMUNOLOGIE 
2.1.1 Bedeutung von Hühnern für die Forschung 
Geflügel hat eine enorme wirtschaftliche Bedeutung. Allein in Deutschland werden 
jährlich über 660 Millionen Hühner geschlachtet (Jahr 2015) [8]. Das entspricht einem 
Pro-Kopf-Verbrauch an Geflügelfleisch von 19,1 kg; gleichzeitig werden jedes Jahr im 
Durchschnitt 227 Eier pro Kopf verzehrt (2014) [9]. Daraus ergibt sich insgesamt ein 
jährlicher Umsatz von ca. 10 Milliarden Euro in der Geflügelindustrie [10]. Hühner 
werden in Deutschland größtenteils in intensiven Haltungsformen gehalten; um die 
dabei auftretenden hohen Tierzahlen auf geringem Raum möglichst gesund zu erhalten 
und gleichzeitig wirtschaftlich erfolgreich Geflügelwaren produzieren zu können, ist 
eine umfassende Forschung in vielen Bereichen notwendig.  
Neben dem wirtschaftlichen Aspekt ist die Geflügelgesundheit auch für den Schutz der 
Bevölkerung vor Zoonosen entscheidend. Beispielsweise waren in den letzten Jahren in 
Deutschland in mehreren Wellen Geflügelbetriebe und Wildvögel von der sogenannten 
„Vogelgrippe“, also der Geflügelpest, ausgelöst durch das aviäre Influenzavirus H5N8, 
betroffen [11, 12]. Nur das exakte Verständnis der Pathologie und der 
Übertragungswege ermöglicht eine sinnvolle Prophylaxe sowie im Ausbruchsfall die 
Bekämpfung dieser Erkrankungen.  
Antibiotikaresistenzen nehmen heutzutage rapide zu und stellen einen großen 
Risikofaktor für die menschliche und tierische Gesundheit dar [13]. Häufig wird hierfür 
auch der teilweise prophylaktische bzw. metaphylaktische Antibiotikaeinsatz in der 
Nutztier-Industrie verantwortlich gemacht [14], sodass im Bereich der Bakteriologie, 
der Epidemiologie und der Immunologie verschiedene Strategien zur Senkung des 
Antibiotikaeinsatzes entwickelt werden. Auch hierbei spielen Hühner eine wichtige 
Rolle als Versuchs- und Modelltiere. 
 
2.1.2 Hühner in der Immunologie – historisch 
Das Immunsystem der Vögel eignet sich gut um grundsätzliche Mechanismen der 
Immunantwort bei Wirbeltieren zu erforschen, da sich Säugetiere und Vögel vor rund 
Literaturübersicht 3 
300 Millionen Jahren aus dem gleichen reptilienartigen Vorfahren entwickelt haben und 
sich daher viele Facetten ihres Immunsystems teilen. Entscheidender Vorteil der 
Forschung im Geflügel gegenüber der im Säugetier war der einfache Zugang zu allen 
embryologischen Stadien im Ei. Einige der im Vogel gewonnenen Erkenntnisse wurden 
erst später auf den Säuger übertragen. Aufgrund der enormen wirtschaftlichen 
Bedeutung und der Verfügbarkeit von Inzuchtlinien erfolgte ein Großteil der aviären 
immunologischen Forschung im Haushuhn, Gallus gallus domesticus [15].  
Bereits Anfang des 20. Jahrhunderts erforschte James Murphy Tumorwachstum 
und -abwehr in adulten Hühnern und Hühnerembryos [16] und entdeckte so die 
Bedeutung der Lymphozyten bei der Abwehr von transplantiertem Fremdgewebe sowie 
beim Schutz vor Infektionen. Allerdings wurde den Ergebnissen seiner Forschungen 
damals wenig Aufmerksamkeit geschenkt, sodass die Lymphozyten erst in den 1950ern 
„wiederentdeckt“ wurden [17]. Auch die Rolle der B-Lymphozyten für die Produktion 
von Antikörpern, bzw. die Bursa fabricii als Ort ihrer Differenzierung wurde im Huhn 
entdeckt [18]. Dass ein Äquivalent dazu im Säuger aufgrund der Ähnlichkeit der 
lymphoiden Gewebe zwischen Säuger und Geflügel existieren müsste, wurde ersichtlich 
[19] und später im Knochenmark entdeckt. Entscheidende Erkenntnisse bei der 
Entwicklung von Impfungen stammen aus Forschungen im Huhn. Nachdem Edward 
Jenner Ende des 18. Jahrhunderts das Prinzip der Vakzination mit Lebendimpfstoffen 
durch Versuche mit Kuhpocken erkannte, entdeckte Louis Pasteur fast hundert Jahre 
später größtenteils zufällig den Effekt von attenuierten Vakzinen bei Untersuchungen 
von Pasteurella multocida in Hühnern [20]. 
 
2.1.3 Hühner in der Immunologie – aktuell 
Im Jahr 2004 wurde das Hühner-Genom als erstes „Nicht-Säuger“-Genom komplett 
sequenziert und veröffentlicht [21]. Das bietet einen neuen Blickwinkel auf die 
Genomentwicklung der Vertebraten und verbessert zudem die Möglichkeiten der 
Annotierung von Säugergenen. 
In der Weiter- bzw. Neuentwicklung von Vakzinen spielen Hühner durch die leichte 
Zugänglichkeit zu allen embryologischen Stadien auch heute noch eine große Rolle. Die 
Idee, Individuen schon vor der Geburt bzw. des Schlüpfens immunisieren zu können, 
um postnatal über ein möglichst abwehrfähiges Immunsystem zu verfügen, wurde an 
Hühnern realisiert [22]. So können beispielsweise Lege- und Masthühner mit einer 
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in ovo-Impfung gegen den Marek-Virus am ED18 durch Vakzinierungs-Maschinen 
geschützt werden. 
Die Gesunderhaltung großer Bestände zur Verbesserung der Wirtschaftlichkeit in der 
Geflügelindustrie sowie der Schutz der Bevölkerung vor Zoonosen sind wichtige 
Themen der immunologischen Forschung. Obwohl das Immunsystem des Haushuhns 
das am besten untersuchte einer Nicht-Säuger-Spezies ist [15], besteht dennoch 
unbedingter Forschungsbedarf im Bereich der Grundlagenforschung, da viele 
Fragen  - zum Beispiel die genaue Funktionsweise der γδ-T-Zellen im Geflügel - noch 
ungeklärt sind. 
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2.2 T-ZELLEN 
2.2.1 Einteilung der T-Zellen 
T-Lymphozyten lassen sich funktionell in T-Helfer-Zellen (TH), zytotoxische T-Zellen 
(CTL) und regulatorische T-Zellen (Treg) einteilen. Alle T-Zellen sind CD3 positiv auf 
ihrer Oberfläche. T-Helfer-Zellen sind zusätzlich CD4 positiv und sezernieren Zytokine 
um Immunreaktionen zu modulieren. CTLs hingegen sind CD8 positiv und haben 
zytotoxische Eigenschaften gegenüber Zielzellen. Treg sind ebenfalls CD4 positiv, 
zudem exprimieren sie den Transkriptionsfaktor FoxP3. Sie schützen den Körper vor 
überschießenden Immunreaktionen indem sie regulierend auf das Immunsystem 
einwirken. Auf T-Zell-Rezeptor-Ebene ist eine Unterscheidung in αβ- und γδ-T-Zellen 
möglich [23]. Über die Funktion der αβ-T-Zellen ist vor allem beim Säuger schon vieles 
bekannt, γδ-T-Zellen dagegen sind sowohl beim Säuger als auch beim Huhn funktionell 
in weiten Bereichen noch nicht charakterisiert. 
 
2.2.2 Unterschiede zwischen αβ- und γδ-T-Zellen 
αβ- und γδ-T-Zellen haben den gleichen Vorläufer aus dem Knochenmark, erst während 
der Entwicklung im Thymus werden sie unterscheidbar durch die verschiedenen Ketten 
aus denen sich ihre T-Zell-Rezeptoren (TCR) zusammensetzen. Zwar teilen sich γδ-T-
Zellen viele Oberflächen-Proteine und einige Effektorfunktionen – wie die 
Zytokinproduktion und die Zytotoxizität – mit den αβ-T-Zellen, dennoch gibt es große 
Unterschiede zwischen den beiden T-Zell-Subpopulationen.  
Je nach Tierart unterscheidet sich die Frequenz mit der die jeweiligen T-Zell-
Subpopulationen vorliegen: es gibt γδ-TCR-low und γδ-TCR-high Spezies. Die Ursache 
der speziesspezifischen Unterschiede ist noch nicht geklärt. γδ-T-Zellen sind nicht 
zwangsläufig auf eine Antigenprozessierung oder deren Präsentation durch einen 
Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC) angewiesen um aktiviert zu werden, αβ-T-
Zellen hingegen schon [24, 25]. Sie können im Gegensatz zu αβ-T-Zellen auch lösliche 
Proteine und Nicht-Peptid-Verbindungen erkennen [26]. Ein weiterer Unterschied 
besteht in der Anzahl der Genvarianten, die für den Vorgang der somatischen 
Rekombination der jeweiligen Ketten zur Verfügung steht [27], und in der Diversität 
der theoretisch möglichen Rezeptorvarianten, wobei die γδ-T-Zellen die größere 
aufweisen [28]. 
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2.3 γδ-T-ZELLEN IM SÄUGER 
2.3.1 Vorkommen 
γδ-T-Zellen präsentieren zusammen mit αβ-T-Zellen, natürlichen Killerzellen (NK) und 
B-Zellen die vier Varianten an Lymphozyten, die in allen bislang untersuchten 
Vertebraten vorkommen, mit Ausnahme der Agnatha [6, 28]. Daraus lässt sich 
schließen, dass jede dieser vier für die Ausbildung einer vollständigen 
Immunkompetenz notwendig ist. Nachdem B-Zellen bereits in den 50er Jahren des 
letzten Jahrhunderts [18] und αβ-T-Zellen Anfang der 1980er-Jahre identifiziert wurden 
[29, 30], charakterisierten Brenner et. al. 1986 eine zweite Population von T-Zellen. 
Dabei wurden T-Zellen in peripheren Blutlymphozyten (PBLs) gefunden, die mit dem 
Antikörper CT-3 [31] detektiert werden konnten, die aber durch die bis dato bekannten 
Antikörper gegen die α- bzw. β-Kette der T-Zell-Rezeptoren nicht ansprechbar waren 
[23]. Diese CT-3 positiven αβ negativen T-Zellen sind die γδ-T-Zellen.  
0,5 bis 16% der CD3 positiven Zellen im Blut von Erwachsenen sind γδ-T-Zellen, 
wobei der Durchschnitt bei 4% liegt. Ebenso wenige sind in den lymphatischen 
Organen zu finden, es scheint kein Tropismus speziell für das Epithel zu geben [6, 32, 
33]. In adulten Mäusen machen γδ-T-Zellen 1 bis 4% der gesamten T-Zellen im 
Thymus und den sekundären lymphatischen Organen aus, auch in der Lunge liegen 
wenige γδ-T-Zellen vor. Dagegen tragen 10-20% der T-Zellen im Reproduktionstrakt, 
bzw. 20-40% der intraepithelialen Lymphozyten (IELs) und 50-70% der T-Zellen in der 
Haut den γδ-T-Zell-Rezeptor [34]. Besonders auffällig sind dabei die dendritic 
epidermal T cells (DETCs), die alle einen identischen γδ-TCR exprimieren [35]: 
Vγ5Vδ1 [36].  
Im Gegensatz zum Menschen und der Maus, die beide zu den Spezies mit einer 
niedrigen γδ-T-Zell-Frequenz gehören, haben Rinder, Schweine, Schafe und Ziegen 
einen wesentlich höheren Anteil an γδ-T-Zellen. Im adulten Rind sind 20-40% der 
T-Zellen des peripheren Blutes γδ-T-Zellen, wobei sie eine hohe Rezeptor-Diversität 
aufweisen. Im Gegensatz zum Menschen werden die bovinen γδ-T-Zellen auch 
vermehrt in den Trabekeln der Lymphknoten gefunden, außerdem sind sie in den 
epithelialen Oberflächen der Haut und des Darmtrakts lokalisiert [37]. Bei Kälbern 
konnten sogar bis zu 60% der zirkulierenden T-Zellen als γδ-T-Zellen identifiziert 
werden [38]. Im Schwein, mit über 30% γδ-TCR-exprimierenden T-Lymphozyten im 
Blut [39], wurden mehrere unterschiedliche Populationen von γδ-T-Zellen 
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nachgewiesen, z.B. eine die phänotypisch den γδ-T-Zellen anderer Säuger gleicht, und 
eine andere, die sich durch die Expression von CD2, CD6 und CD8 unterscheidet [40]. 
Bei Schafen, in denen 30-60% der T-Zellen als γδ-T-Zellen identifiziert werden können, 
wurde der spezielle Oberflächenmarker T19 gefunden, der insbesondere reife γδ-T-
Zellen anfärbt [41]. Auch im Schaf verändert sich der prozentuale Anteil der γδ-T-
Zellen altersabhängig: in den ersten Wochen nach der Geburt erhöht sich ihr Anteil 
schnell auf 60%, dieser fällt dann im Laufe des ersten Lebensjahrs auf 30% ab. Bei 
adulten Tieren im Alter von 5 bis 8 Jahren sind nur noch 5-10% der peripheren 
mononukleären Blutzellen (PBMCs) γδ-T-Zellen. Ebenso sind γδ-T-Zellen vor allem im 
Epithel und der Lamina propria des Intestinums und in der Haut zu finden, und zwar 
insbesondere in Bereichen, die nicht mit Wolle bedeckt sind [42]. Bei Ziegen ist 
ebenfalls der Anteil an γδ-T-Zellen mit über 20% im peripheren Blut postnatal am 
höchsten und fällt dann ab [43]. 
 
Spezies Frequenz γδ-T-Zellen [Beleg] 
Mensch   0,5 – 16,0% [6] 
Maus 1,0-4,0% [6] 
Hund 2,5% [44] 
Meerschweinchen 8,6% [45] 
Ratte 1,0-5,0% [46] 
Rind 20,0-40,0% [37] 
Schaf 10-30,0% [42] 
Ziege 5,0-20,0% [43] 
Schwein 30,0% [39] 
Huhn 15,0% [1] 
Zebu 11,0-20,0% [47] 
Elch 18,0% [48] 
 
Abbildung 1: Anteil an γδ-T-Zellen im Blut adulter Individuen 
 
2.3.2 γδ-T-Zellentwicklung im Säuger 
T-Lymphozyten stammen wie auch die B-Lymphozyten von multipotenten 
hämatopoetischen Stammzellen aus dem Knochenmark ab. Die Vorläufer-Zellen 
wandern aus dem Knochenmark über das Blut in den Thymus ein, wo sie dann reifen 
[49]. Im Thymus wird den sich entwickelnden Thymozyten ein einzigartiges 
Mikromilieu geboten; sie erhalten hier durch den Rezeptor Notch1 ein Signal von den 
Stromazellen, das die spezifischen Gene „anschaltet“ [50]. Die Thymozyten und die 
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Epithelzellen im Thymus beeinflussen sich gegenseitig [51]; außerdem wird der 
Thymus auch von Makrophagen, die ebenfalls aus dem Knochenmark stammen, 
besiedelt. In Mäusen entwickelt sich der Thymus auch drei bis vier Wochen postnatal 
weiter, wohingegen der Thymus beim Menschen zum Zeitpunkt der Geburt komplett 
herangebildet ist. Die meiste T-Zell-Produktion erfolgt vor der Pubertät, danach bildet 
sich der Thymus zurück und die Produktion neuer T-Zellen sinkt, dauert aber 
lebenslang an. Sowohl im Menschen als auch in der Maus bleibt eine Thymektomie 
nach der Pubertät ohne merklichen Einfluss auf die T-Zell-Funktion bzw. -Anzahl [52]. 
Die T-Zell-Vorläufer proliferieren stark im Thymus, 98% von ihnen sterben jedoch 
direkt im Thymus wieder durch Apoptose [53]. Diese scheinbare Verschwendung von 
T-Zellen ist ein wichtiger Schritt in der T-Zell-Entwicklung, da alle autoreaktiven 
Zellen aussortiert werden müssen. Die Unterteilung der T-Zellen in ihre zwei Subtypen 
mit entweder αβ- oder γδ-TCR auf ihrer Oberfläche erfolgt früh während der Reifung 
im Thymus durch das gene rearrangement, dabei sind γδ-T-Zellen zu einem früheren 
Zeitpunkt nachweisbar [54]. Zu Beginn der Entwicklung tragen alle Thymozyten auf 
ihrer Oberfläche weder CD4 noch CD8 und werden daher als doppelt negativ 
bezeichnet [55]. Ca. 20% dieser doppelt negativen Zellen sind γδ-T-Zellen. Sie wandern 
aus dem Thymus – im Gegensatz zu den αβ-T-Zellen – ohne positive oder negative 
Selektion in Richtung Peripherie aus. Die γδ-T-Zellen verlassen den Thymus in 
mehreren Wellen, wobei die Zellen aus jeder dieser Wellen jeweils ein anderes Gewebe 
besiedeln. In der Maus kolonisieren die γδ-T-Zellen der ersten Welle die Epidermis und 
bilden dort die DETCs, die zweite Welle besiedelt den Reproduktionstrakt [56]. Trotz 
der sehr großen theoretisch möglichen Varianz durch das gene rearrangement tragen 
die γδ-T-Zellen dieser frühen Wellen jeweils einen sehr ähnlichen Rezeptor [57]. In den 
frühen fetalen Thymozyten ist das Enzym terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) 
noch nicht nachweisbar, was aber zwingend erforderlich wäre für eine N-Nukleotid-
Addition. Die nachfolgenden Wellen an γδ-T-Zellen migrieren eher in periphere 
lymphatische Gewebe [52]. 
 
2.3.3 Funktionen der γδ-T-Zellen im Säuger 
Den γδ-T-Zellen wurde bereits eine Vielzahl teilweise widersprüchlicher 
Effektorfunktionen zugeschrieben, ihre tatsächlichen Funktionen sind aber noch nicht 
vollständig aufgeklärt. Carding und Egan führten 2002 aus, dass man γδ-T-Zellen 
überhaupt nicht als einzelne Gruppe von Zellen betrachten könne, da ihre Funktionen 
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sich entsprechend ihrer Gewebeverteilung, der Struktur ihres Antigenrezeptors, des 
lokalen Mikromilieus und wie und zu welchem Zeitpunkt der Immunantwort sie 
aktiviert worden sind, unterscheiden [28]. Da γδ-T-Zellen in adulten Tieren 
hauptsächlich in epithelreichen Geweben, wie der Haut, dem Intestinaltrakt oder dem 
Reproduktionstrakt, gefunden werden, zählt man sie zur „first line of defense“ [6]. Die 
Entwicklung ihres TCR-Repertoires, die sowohl Thymus-abhängig als 
auch -unabhängig stattfinden kann [33], die Abwesenheit eine MHC-Restriktion [24] 
und ihre Fähigkeit sowohl lösliche Proteine als auch Nicht-Protein-Antigene endogenen 
und exogenen Ursprungs erkennen zu können unterscheidet sie von αβ-T-Zellen [26]. 
Da die Antigene zur Erkennung durch den γδ-TCR weder prozessiert noch an ein MHC 
gebunden sein müssen [58], können γδ-T-Zellen ein großes Spektrum an Antigenen 
erkennen. 
Grundsätzlich haben γδ-T-Zellen zwei Funktionen: die Produktion von Zytokinen und 
Zytotoxizität. Dabei ähnelt sich das Spektrum produzierter Zytokine zwischen αβ- und 
γδ-T-Zellen. Sowohl αβ- als auch γδ-T-Zellen fungieren als zytotoxische T-
Lymphozyten (CTLs); jedoch können nur γδ-T-Zellen diese Zytotoxizität MHC-
unabhängig ausüben sowie eine Antikörper-abhängige zelluläre Zytotoxizität (ADCC) 
mediieren [5] . 
In Infektionsversuchen wurde mehrfach belegt, dass γδ-T-Zellen vor allem in der frühen 
Phase der Immunantwort eine Rolle spielen, die αβ-T-Zellen dagegen erst später in 
Erscheinung treten [59, 60]. Dabei agieren sie in Mäusen nach einer Infektion mit 
Listeria monocytogenes als initiale Produzenten von Interferon-γ, bzw. reagieren auf 
eine Infektion mit Nippostrongylus brasiliensis mit IL-4-Produktion [61]. In Läsionen 
von Multiple-Sklerose-Patienten wurde in frühen Stadien der Krankheit ebenfalls mit 
bis zu 30% der T-Zellen eine erhöhte Frequenz an γδ-T-Zellen festgestellt, in späteren 
Stadien dagegen eher αβ-T-Zellen [62]. In verschiedenen Maus-Modellen von 
Infektions- und Autoimmunerkrankungen erwiesen sich γδ-T-Zellen initial als die 
hauptsächlichen IL-17-Produzenten [36]. IL-17 initiiert die Entzündungsantwort indem 
es die Reifung von Neutrophilen sowie deren Rekrutierung aus dem Knochenmark 
induziert [63]. 
Das Fehlen von γδ-T-Zellen erlaubt ein schnelles Eintreten von oral zugeführten 
Mikroben, wie z.B. Yersinia pseudotuberculosis, Toxoplasma gondii und Salmonella 
typhimurium; der gleiche Effekt tritt bei Abwesenheit von αβ-T-Zellen nicht auf [64, 
65] . γδ-IELs im Dünndarm produzieren als Antwort auf penetrierende Bakterien 
Literaturübersicht 10 
antimikrobielle Faktoren. Dabei ist die Aktivierung von dem epithelialen zell-internen 
Signalprotein MyD88 abhängig, was darauf schließen lässt, dass die umgebenden 
Epithelzellen aktivierend auf die γδ-T-Zellen einwirken [66].  
 
2.3.4 Struktur des γδ-TCRs im Säuger 
γδ-T-Zellen, αβ-T-Zellen und B-Zellen sind die einzigen Zellen, die das somatische 
Rearrangement von V-, D- und J-Genen zur Generierung der Diversität ihrer Antigen-
Rezeptoren nutzen. Sowohl die Identifizierung der γ- als auch die der δ-Kette im 
Genom erfolgten zufällig [67, 68]. 
Der γδ-T-Zell-Rezeptor ist ein Heterodimer, bestehend aus einer γ- und einer δ-Kette. 
Verbunden sind diese beiden Ketten über eine Disulfidbrücke, die nahe der 
Zellmembran liegt. Jede dieser Ketten hat membranfern variable und membrannah 
konstante Regionen. Der intrazelluläre Anteil des TCRs ist sehr kurz, woraus sich die 
Notwendigkeit eines Cofaktors für die Signalübertragung ins Zellinnere ergibt. Dieser 
Cofaktor ist der CD3-Komplex. Der CD3-Komplex besteht beim Säuger aus 3 Ketten: 
der γ-, der δ- und der ε-Kette sowie dem ζζ-Homodimer [69]. Die drei Ketten sind durch 
schrittweise Genduplikationen aus einem ursprünglichen CD3-Gen entstanden [70, 71]. 
Die CD3-Ketten formen zwei Dimere, ein CD3γ-CD3ε- und ein CD3δ-CD3ε-
Heterodimer. Der TCR ist auf der Zelloberfläche nur in Kombination mit dem CD3-
Komplex zu finden, da er ihn benötigt, um sich korrekt auf der Oberfläche zu 
konfigurieren [5].  
Die potenzielle Diversität des γδ-TCRs ist trotz der vergleichsweise geringen V-Gen-
Repertoires enorm und größer als die der αβ-T-Zellen und der B-Zellen zusammen [28]. 
Dieses vielfältige Rezeptor-Repertoire wird ermöglicht durch die somatische 
Rekombination der V-, D- und J-Gensegmente der δ-Kette, bzw. der V- und J-Segmente 
der γ-Kette und die nachfolgende zufällige Kombination dieser beider Ketten. Die 
Komplexität der Verbindungsregion zwischen den Gen-Segmenten wird zusätzlich 
erhöht durch die Addition bzw. Deletion von Nukleotiden in diesem Bereich [72, 73]. 
Trotz der großen potenziellen Diversität liegen in bestimmten Geweben, beispielsweise 
der murinen Haut, nur γδ-T-Zellen mit einer bestimmten Version des γδ-TCRs vor [74]. 
Der dafür verantwortliche Mechanismus ist bislang weitgehend unklar.  
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2.4 γδ-T-ZELLEN IM HUHN 
2.4.1 Vorkommen 
Das Haushuhn zählt genau wie das Schwein [75], das Rind [37], das Schaf [42] und die 
Ziege [43] zu den Spezies mit einem hohen Vorkommen von γδ-T-Zellen mit bis zu 
50% der peripheren Lymphozyten. Sowder et al. entwickelten 1988 den monoklonalen 
Antikörper TCR1, der ein aviäres CD3-assoziiertes Heterodimer erkennt, welches dem 
Säuger γδ-T-Zell-Rezeptor ähnelt. Dadurch war es erstmals möglich die 
gewebespezifische Verteilung der γδ-T-Zellen im Huhn zu untersuchen. 10% der 
Thymozyten, 15% der zirkulierenden Lymphozyten, 25% der Milzzellen und unter 1% 
der Zellen in Bursa und Knochenmark sind TCR1 positiv [1]. Die ersten Zellen mit γδ-
TCR-Expression auf ihrer Oberfläche erscheinen im Thymus an Tag 12 der 
Embryoentwicklung (ED12), ab ED15 werden sie auch in der Milz nachgewiesen; dabei 
ist der Großteil der TCR1 positiven Zellen CD4 und CD8 negativ, nur ein Anteil von 5-
15% zeigt sich mit einer Expression von CD8 auf der Oberfläche. In der Milz befinden 
sich TCR1 positive Zellen vor allem in den Milzsinusoiden und sind häufig CD8 
positiv. In der Milz des adulten Huhns formen γδ-T-Zellen Aggregate im Bereich des 
Übergangs zwischen Cortex und Medulla, vermehrt um kleine Venen herum [76]. Im 
Darm findet man TCR1 positive Zellen ab ED16, welche gleichzeitig auch CD8 positiv 
sind, überwiegend im Epithel, wohingegen in der Lamina propria eher TCR2 positive 
Zellen mit einer Coexpression von CD4 vorliegen [77]. γδ-T-Zellen exprimieren 
während ihrer Entwicklung im Thymus kaum CD4 und CD8, sind später im peripheren 
Gewebe aber häufig CD8 positiv, was unterschiedlich ist zu humanen γδ-T-Zellen, die 
sowohl im Thymus als auch in der Zirkulation doppelt negativ sind [78]. Im Gegensatz 
zur Maus, in der γδ-T-Zellen vermehrt in der Epidermis der Haut zu finden sind [79], 
konnten im Huhn keine TCR1 positiven Zellen in der Haut gefunden werden [77]. Die 
Frequenz der γδ-T-Zellen im Huhn nimmt mit dem Alter grundsätzlich zu [27].  
Auch das Geschlecht des Individuums hat eine Auswirkung auf die Frequenz der γδ-T-
Zellen, so ist bei Hähnen im Alter von 4 bis 6 Monaten eine starke Androgen-induzierte 
Expansion der γδ-T-Zellen im Blut und in der Milz nachweisbar [80]. 
Der CD8-Corezeptor liegt im Huhn ebenso wie im Säuger entweder als 
CD8αβ-Heterodimer oder als CD8αα-Homodimer vor. Der Großteil der CD8 positiven 
γδ-T-Zellen in Thymus, Milz und Blut von adulten Hühnern exprimiert das 
Heterodimer, in der Milz von Embryos und jungen Hühnern überwiegt hingegen das 
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Homodimer. 60% der γδ-T-Zellen in IELs tragen das CD8αα-Homodimer, 40% das 
CD8αβ-Heterodimer [81].  
 
2.4.2 γδ-T-Zellentwicklung im Huhn 
Die Entwicklung der T-Zellen im Huhn erfolgt ähnlich der des Säugers, mit einigen 
Besonderheiten.  
Die Entwicklung der γδ-T-Zellen im Huhn ist streng Thymus-abhängig [82]. Sie erfolgt 
in drei Wellen während der embryonalen Entwicklung, jeweils gefolgt von drei kurzen 
Perioden in denen der Thymus empfänglich ist für die Vorläufer-Stamm-Zellen [83]. 
Der Thymus als Organ ist mit definiertem Cortex und Medulla ab ED12 erkennbar [84]. 
Die Kolonisation des Thymus durch T-Zell-Vorläufer beginnt mit der ersten Welle an 
ED6, die zweite an ED12 und die dritte etwa ab ED18 und dauert an bis kurz nach dem 
Schlüpfen [85]; jede dieser Wellen erstreckt sich über ein bis zwei Tage und wird von 
der darauffolgenden Welle durch eine refraktäre Phase getrennt. Dabei korreliert jede 
Kolonisations-Welle mit einer erhöhten Anzahl an Vorläufer-T-Zellen in der 
Blutzirkulation. In den refraktären Phasen sind hingegen keine Vorläufer-T-Zellen im 
Blut nachweisbar. Werden sie jedoch experimentell intravenös injiziert, sind sie in der 
Lage ohne Verzögerung ihren Weg in den Thymus zu finden [86]. Die Expression der 
TdT ist in Thymozyten ab ED12 nachweisbar, also erst nach der ersten Welle der 
Kolonisation, das heißt erst die zweite Generation der T-Lymphozyten ist TdT positiv 
[87]. Das Enzym TdT ist notwendig für die N-Region-Addition von Nukleotiden nach 
der somatischen Rekombination aus V, (D,) und J-Gensegmenten des TCRs. Nach jeder 
Welle entstehen aus den Vorläufer-Zellen drei Tage früher γδ-T-Zellen als αβ-T-Zellen. 
Die unterschiedlichen T-Zelllinien können mit Hilfe monoklonaler Antikörper detektiert 
werden und zwar mit TCR1 für γδ-T-Zellen, mit TCR2 für αβ-T-Zellen mit Vβ1-
Expression und mit TCR3 für αβ-T-Zellen mit Vβ2-Expression [88, 89]. Die ersten 
TCR1 positiven Zellen mit dem γδ-TCR-CD3-Komplex auf der Oberfläche sind an 
ED12 nachweisbar; ihre Anzahl erhöht sich im Folgenden und erreicht den Höhepunkt 
an ED15 mit ca. 30% TCR1 positiven Zellen. TCR2 positive Zellen sind ab ED15 
nachweisbar mit einem Höhepunkt an ED17 und 18 [84], TCR3 positive dann ab ED18. 
Auch im Huhn scheinen γδ-T-Zellen im Gegensatz zu αβ-T-Zellen keiner Selektion im 
Thymus ausgesetzt zu sein. αβ-T-Zellen werden im Huhn ebenfalls im Thymus positiv 
und negativ selektiert vergleichbar mit dem Säuger. Unreife TCR2 positive Zellen sind 
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dabei CD4 und CD8 doppelt positiv, TCR1 positive Zellen sind hingegen doppelt 
negativ [85]. 
Die γδ- und αβ-T-Zellen verlassen den Thymus in Richtung Peripherie in der gleichen 
Reihenfolge in der sie in ihn eingewandert sind. In der Milz sind γδ-T-Zellen ab ED15 
nachweisbar, TCR2 positive Zellen erst ab ED19 und TCR3 erst zwei Tage nach dem 
Schlüpfen [90]. Im Darm des Embryos sind γδT-Zellen erstmals ab ED16 oder 17 
vorzufinden [82]. 
 
2.4.3 Funktionen der γδ-T-Zellen im Huhn 
Da γδ-T-Zellen in Hühnern in vielen Geweben vermehrt vorkommen, scheinen sie eine 
wichtige Rolle in der Immunabwehr zu spielen. Verschiedene Studien wiesen nach, dass 
sich die Frequenz von γδ-T-Zellen bei Infektionen im Huhn erhöht.  
Da Geflügel eine wichtige Quelle für Salmonella-Infektionen beim Menschen ist, 
wurden vor allem Studien mit verschiedenen Salmonella-Spezies vorgenommen. Berndt 
und Methner verglichen im Jahr 2001 die Entwicklung der γδ-T-Zell-Frequenz nach 
Infektion mit einem nicht-attenuierten Salmonella typhimurium-Stamm sowie nach 
Immunisierung mit einem attenuierten Impfstamm mit nicht infizierten Tieren gleichen 
Alters. Im Vergleich zur Kontroll-Gruppe stieg dabei die Anzahl insbesondere der CD8 
positiven γδ-T-Zellen im Blut, im Caecum, in der Bursa und in der Milz deutlich an; 
dabei waren die Veränderungen bei den infizierten Tieren prägnanter als bei den 
immunisierten [91]. Eine nachfolgende Studie mit Salmonella enterica Serovar 
Enteritidis konnte nachweisen, dass im peripheren Blut die Anzahl der CD8αα hoch 
positiven γδ-T-Zellen nach Immunisierung mit Salmonellen deutlich steigt, was 
ebenfalls die entscheidende Rolle der γδ-T-Zellen der Hühner in der Abwehr von 
Salmonella-Infektionen unterstreicht [92].  
Die Kokzidiose, ausgelöst durch die intrazellulären protozoischen Parasiten Eimeria sp., 
ist eine bedeutende Erkrankung in der Geflügelindustrie und daher wurde auch die 
Rolle der γδ-T-Zellen in dieser Infektion früh untersucht. Nach Infektion mit Eimeria 
acervulina erhöhte sich die Anzahl der TCR1 positiven IELs in zwei untersuchten 
Hühnerrassen deutlich [93]. Dabei stieg auch insbesondere die Anzahl der CD8 
positiven γδ-T-Zellen. Allerdings bedeutet die Akkumulation von γδ-T-Zellen nicht 
zwangsläufig, dass diese direkt auf die Pathogene antworten, sie könnten auch 
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regulatorische Einflüsse auf die αβ-T-Zellen haben oder als bystander-Zellen fungieren, 
die lediglich durch lokale Zytokine angelockt wurden [94]. Dennoch zeigen CD8 
positive γδ-T-Zellen den Phänotyp von aktivierten Zellen, z.B. sind sie größer und 
exprimieren MHC Klasse II auf ihrer Oberfläche [95]. 
In Untersuchungen der Graft-versus-Host-Reaktion in Hühnern konnte gezeigt werden, 
dass Wirts-γδ-T-Zellen in Regionen von Läsionen, die durch Spender-αβ-T-Zellen 
verursacht wurden, rekrutiert und aktiviert wurden, sodass sie dort proliferierten [96].  
 
2.4.4 Struktur des γδ-TCRs im Huhn 
Der Aufbau des γδ-TCRs beim Haushuhn entspricht im Wesentlichen dem des Säugers. 
Der TCR des Huhns ist ein heterodimerer Oberflächenrezeptor zur Erkennung von 
Antigenen. Jede TCR-Kette besteht dabei aus zwei Domänen der Immunglobulin-
Superfamilie mit jeweils einem variablen und einem konstanten Anteil. Die beiden 
Ketten sind durch eine Disulfid-Brücke miteinander verbunden.  
Der membranferne variable Anteil besteht im Fall der δ-Kette aus einem V-, einem D- 
und einem J-Element, bei der γ-Kette aus einem V- und einem J-Element. Verglichen 
mit dem αβ-TCR entspricht die δ- der β-Kette und die γ- der α-Kette, bzw. erstgenannte 
ähneln der schweren Kette der Immunglobuline und letztere der leichten Kette. Durch 
den Vorgang der somatischen Rekombination entsteht im Bereich der hypervariablen 
Region 3 (CDR3), also der Verbindung aus VDJ bzw. VJ, eine große Sequenzdiversität. 
Diese wird zusätzlich erweitert durch das zufällige Anfügen und Entfernen von 
Nukleotiden an den Verbindungsstellen zwischen V (, D) und J. Außerdem erfolgt die 
Kombination verschiedener γ- und δ-Ketten zufällig, wodurch die Vielfalt des Rezeptor-
Repertoires weiter erhöht wird. Im Gegensatz zu den B-Zellen erfolgt bei den T-Zellen 
aber keine zusätzliche Erweiterung der Rezeptorvarianz durch somatische 
Hypermutation in germinalen Zentren sowie kein gene conversion [27]. 
Der konstante Teil des TCRs ist durch den transmembranösen Anteil in der 
Zellmembran verankert und hat einen sehr kurzen zytoplasmatischen Schwanz, 
wodurch kein direktes Signal ins Zellinnere weitergegeben werden kann. Daher benötigt 
jeder TCR Hilfe zur Signalübertragung durch den CD3-Komplex. Im Gegensatz zum 
Säuger, der drei Gene für den CD3-Komplex besitzt [97], haben Haushühner nur zwei 
Gene: ein Homolog zu CD3ε und ein Homolog zu CD3γ/δ. Beide Gene sind auf dem 
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Chromosom 24 zu finden [98, 99]. Ebenso wie der Säuger besitzt auch das Huhn das ζζ-
Homodimer, welches auf dem Chromosom 1 kodiert wird. Ein funktioneller γδ-TCR 
besteht immer aus einer γ- und einer δ-Kette, CD3ε und CD3γ/δ und einem ζζ-
Homodimer (siehe Abbildung 2). 
 
 
Abbildung 2: Schematischer Aufbau des γδ-TCR-CD3-Komplexes 
 
Die Gene, die die δ-Kette kodieren, liegen beim Huhn auf Chromosom 27 zwischen den 
Sequenzen für Vα und Jα der α-Kette des αβ-TCRs (siehe Abbildung 3). Der Locus für 
die δ-Kette besteht aus einer Familie von Vδ-Genen mit 36 Mitgliedern, zwei Versionen 
von Dδ, zwei von Jδ und einem Gen für Cδ [100, 101]. Beim Huhn wurde außerdem auf 
dem Chromosom 10 ein zweiter TCRδ-Locus entdeckt, der ebenfalls ein V, ein D, ein J 
und ein C enthält, dessen Bedeutung aber bislang unklar ist [102].  
Die Gene der γ-Kette liegen beim Huhn auf dem Chromosom 2. Sie bestehen aus drei 
Vγ-Familien mit jeweils acht bis zehn Mitgliedern, drei Versionen von Jγ und einem 
Gen für Cγ [103]. 
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Abbildung 3: Schema der TCR-Genloci des Haushuhns 
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2.5 ZYTOTOXIZITÄT 
Im Immunsystem besitzen verschiedene Zellen zytotoxische Fähigkeiten: Natürliche 
Killerzellen (NKs) und zytotoxische T-Lymphozyten (CTLs) [104]. Diese haben damit 
die Möglichkeit körpereigene Zellen, die für den Organismus eine Gefahr darstellen 
könnten, abzutöten. Ihre Ziele können viral, bakteriell oder parasitär infizierte oder 
neoplastisch veränderte Zellen sein. Entscheidend ist hierbei die verlässliche 
Unterscheidung zwischen fremd/verändert und körpereigen/gesund, um 
Autoimmunreaktionen zu verhindern. Nach Erkennung der Zielzelle schüttet die 
zytotoxische Zelle entweder mittels Exozytose aus ihren präformierten, 
zytoplasmatischen Granula Perforin und Granzym aus, was zu Membranläsionen auf 
der Zielzelle und letztendlich zu deren Zelltod führt [105], oder sie vermittelt über die 
Interaktion zwischen Fas-Rezeptor (CD95) und Fas-Ligand die Apoptose der Zelle 
[106].  
 
2.5.1 Zytotoxizität bei Säuger-NK-Zellen 
Die natürlichen Killerzellen von Säugern erkennen gesunde körpereigene Zellen daran, 
dass sie Selbst-MHC Klasse I-Moleküle sowie inhibitorische NK-Zell-Rezeptoren 
tragen. Ein Fehlen dieses Selbst-MHC-Klasse I-Moleküls auf einer Zielzelle – das 
sogenannte „missing self“ [107] – induziert die Lyse der Targetzelle mit Hilfe von 
aktivierenden Rezeptoren [108]. NK-Zell-ähnliche Aktivität wurde in vielen 
Wirbeltieren nachgewiesen und wird als ein Teil der frühen Immunantwort verstanden, 
die eine Rolle spielt, noch bevor T- und B-Lymphozyten überhaupt auftauchen [109]. 
Natürliche Killerzellen sind als Zellen des angeborenen Immunsystems in die 
Immunabwehr von Tumoren und die frühe Kontrolle von intrazellulären Pathogenen 
involviert; ihre hauptsächlichen Funktionen dabei sind die Zytotoxizität sowie die 
Produktion von Zytokinen [110]. Sie üben ihre sogenannte „natürliche“ Zytotoxizität 
nicht-adaptiv, MHC-unabhängig und zellmediiert aus [111]. 
 
2.5.2 Zytotoxizität bei Säuger-γδ-T-Zellen 
Borst et al. untersuchten im Jahr 1987 Klone von peripheren Blut-Lymphozyten (PBLs), 
die durch CD3 auf ihrer Oberfläche als T-Lymphozyten zu bestimmen waren, die aber 
sowohl CD4 als auch CD8 negativ waren und die weder eine α- noch eine β-Kette des 
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TCRs trugen. Diese Population von T-Zellen zeigte eine MHC-unabhängige 
Zytotoxizität gegenüber Zielzellen. Auf ihrer Oberfläche konnte die γ-Kette in 
Assoziation mit CD3 detektiert werden, woraus geschlossen werden kann, dass es sich 
hierbei um zytotoxische γδ-T-Zellen handelt. Diese Zellen ähneln mit ihrem CD3 
positiven, aber CD4 negativen und CD8 negativen Phänotyp eher den NK-Zellen als 
den bis dato bekannten zytotoxischen αβ-T-Zellen, die CD3 und CD8 positiv waren. 
Auch die Befähigung zur MHC-unabhängigen Zytolyse und zur Mediierung von ADCC 
gleicht den CD3 negativen NK-Zellen [5]. Kurz darauf konnten auch für murine IELs 
zytolytische Fähigkeiten nachgewiesen werden, und zwar insbesondere für γδ-T-Zellen 
mit CD8-Expression [112]. Phillips et al. zeigten, dass primäre Thymozyten mit γδ-
TCR-Expression keine Zytolyse mediieren konnten, nach Kultivierung mit IL-2 
hingegen war eine MHC-unabhängige Zytotoxizität nachweisbar [4]. 
Seitdem wurden vielseitige zytotoxische Fähigkeiten von γδ-T-Zellen nachgewiesen. 
Humane Vγ9Vδ2-T-Zellen können infizierte, aktivierte und transformierte Zellen über 
verschiedene Wege abtöten, die Zelltod-induzierende Rezeptoren wie CD95 (Fas) und 
TNF beinhalten, und über die Freisetzung von zytotoxischen Effektormolekülen wie 
Perforin und Granzym [113, 114]. Außerdem tragen sie direkt zur Pathogen-
Beseitigung bei indem sie bakteriostatische bzw. bakteriolytische Moleküle wie 
Granulysine oder Defensine produzieren [114, 115]. Indirekt können sie antibakterielle 
Funktionen von anderen Immunzellen bzw. Epithelzellen induzieren, z.B. indem sie 
mittels IL-17A neutrophile Granulozyten anlocken [116]. 
 
2.5.3 Zytotoxizität bei Hühner-NK-Zellen 
Die spontane Zytotoxizität ohne vorausgegangene Sensibilisierung ist ein typisches 
Charakteristikum von natürlichen Killerzellen, die einen wichtigen Bestandteil der 
zellmediierten Immunität darstellen. NK-Zellen beim Huhn wurden in adulter Milz 
[117] und in der Milz von Embryonen nachgewiesen [118]. Da diese Zellen CD8 
positiv aber gleichzeitig TCR negativ waren, wurden sie als TCR0-Zellen bezeichnet. 
Sie ähneln den Säuger-NK-Zellen in ihrer Morphologie, einigen Oberflächenmarkern 
und der Tatsache, dass sie Zielzellen spontan lysieren können [118]. Im Huhn sind NK-
Zellen vor allem im intestinalen Epithel zu finden, allerdings kaum in Milz, Lunge und 
Blut [2, 109], was gegensätzlich zum Säuger ist. Chai und Lillehoj wiesen bereits 1988 
mittels Chromium-release-Assay nach, dass IELs aus dem Intestinum von zwei 
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verschiedenen Hühnerrassen NK-Zell-Aktivität gegenüber Hühner-Tumorzellen 
mediieren können [119]. Mit Hilfe des Antikörpers 28-4 wurden CD3 negative IELs als 
NK-Zellen identifiziert und ihre Zytotoxizität gegenüber RP9-Targetzellen wurde 
bewiesen [109]. Auch in embryonalen und adulten Splenozyten konnten mittels NK-
Zell-spezifischer Antikörper zytotoxische NK-Zell-Aktivität gegenüber der Zielzelllinie 
RP9 gefunden werden, allerdings nicht gegenüber der Zelllinie 2D8 [120]. 
 
2.5.4 Zytotoxizität bei Hühner-γδ-T-Zellen 
In Milzzell-Kulturen, die mit Concanavalin A und IL-2 stimuliert wurden, wachsen 
bevorzugt γδ-T-Zellen. Diesen Zellen wiesen Choi und Lillehoj zytotoxische 
Fähigkeiten gegenüber LSCC-RP9-Zellen nach, welche zuvor als typische Zielzellen 
für aviäre NK-Zellen dienten [121]. Weitere Untersuchungen der Zytotoxizität von 
Hühner-γδ-T-Zellen wurden bisher nicht publiziert. 
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3 ZIELSETZUNG 
Ziel dieser Arbeit war es die zytotoxischen Fähigkeiten der γδ-T-Zellen des Haushuhns 
zu charakterisieren.  
Aufgrund der im Vergleich zum Säuger niedrigen Frequenz an NK-Zellen im Huhn, 
trotz gleichzeitig eindeutig nachweisbarer zytolytischer Aktivität, lässt sich vermuten, 
dass die Ausübung dieser Zytotoxizität von anderen Zellen übernommen wird. Mit den 
Untersuchungen dieser Arbeit sollte die Hypothese, dass die zytotoxische Aktivität im 
Huhn hauptsächlich von γδ-T-Zellen ausgeführt wird, überprüft werden. Dazu sollte 
auch das zytolytische Potenzial von γδ-T-Zellen aus verschiedenen Geweben verglichen 
werden. Eine genauere Charakterisierung der beteiligten Subpopulationen sollte 
ebenfalls erfolgen. Außerdem sollten verschiedene Einflüsse auf die Zytotoxizität der 
γδ-T-Zellen im Huhn beleuchtet werden, wie die Wahl der Zielzelllinie sowie die 
Auswirkungen einer Stimulation mit Zytokinen. 
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5 DISKUSSION 
Seit zytotoxische Fähigkeiten in der Milz des Huhns entdeckt wurden, haben 
verschiedene Studien versucht die vermeintlich dafür verantwortlichen NK-Zellen 
nachzuweisen und zu charakterisieren [122]. Doch obwohl den Splenozyten im Huhn 
eindeutig zytolytische Eigenschaften nachgewiesen werden konnten, war es nicht 
möglich NK-Zellen phänotypisch als deren Quelle zu identifizieren [3].  
In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die spontane zytotoxische Aktivität 
in der Milz des Haushuhns nicht nur von NK-Zellen, sondern hauptsächlich von CD8 
positiven γδ-T-Zellen vermittelt wird, und dass diese Aktivität durch die 
vorhergegangene Stimulation mit den Zytokinen IL-2 und IL-12 enorm erhöht werden 
kann. Außerdem wurde die Zelllinie 2D8 als eine neue Zielzelllinie zur Untersuchung 
von zytotoxischen Funktionen von γδ-T-Zellen identifiziert. Durch die Verbesserung 
des Zytotoxizitäts-Assays speziell für Hühner-Effektor- und -Target-Zellen wurde ein 
Werkzeug generiert, um die zytolytischen Fähigkeiten von aviären γδ-T-Zellen genauer 
zu untersuchen.  
NK-Zellen und γδ-T-Zellen entstehen aus den gleichen Vorläufer-Zellen. Dadurch 
ergeben sich einige phänotypische Ähnlichkeiten, es bestehen aber auch deutliche 
Unterschiede. Zunächst wurden aviäre NK-Zellen als CD8 positive Lymphozyten, 
denen TCR und Ig auf der Oberfläche fehlt, definiert und verschiedene Gewebe adulter 
Hühner wurden dahingehend untersucht [109]. Mithilfe der dadurch entdeckten Zellen 
im intestinalen Epithel wurde der mAk 28-4 generiert, der Zellen mit hohen 
zytolytischen Fähigkeiten anfärbte. Diese Zellen waren aber nur in einer sehr niedrigen 
Frequenz von 0,5 bis 1% nachweisbar, was sich deutlich von der Situation im Säuger 
unterscheidet, wo ca. 10% der Blutlymphozyten NK-Zellen sind [123]. Da aber 
mehrfach NK-Zell-Aktivität in der Milz des Huhns nachgewiesen werden konnte, 
erschien es ungewöhnlich, dass Hühner so wenige NK-Zellen haben. Verschiedene 
NK-Zell-Marker, wie z.B. der für das C-Typ-Lektin B-NK, färben neben embryonalen, 
IL-2-expandierten TCR0-Zellen ebenso eine Subgruppe von γδ-T-Zellen im Blut an 
[124]. Auch CRTAM (CD355), ein Marker für humane NK-Zellen, wird auf 
IL-2-stimulierten Hühner-γδ-T-Zellen aus der Milz coexprimiert [125]. Aufgrund dieser 
Beobachtung ergaben sich zwei Möglichkeiten: entweder haben Hühner eigentlich mehr 
NK-Zellen und diese lassen sich mit den bisher vorhandenen Antikörpern noch nicht 
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eindeutig nachweisen, oder sie haben tatsächlich wesentlich weniger NK-Zellen als 
Säuger und deren Aufgaben werden von anderen Zellen übernommen. Mit dieser Arbeit 
konnte bewiesen werden, dass letzteres der Fall ist.  
Trotz intensiver Forschung zur aviären NK-Zell-Aktivität – mit teilweise 
widersprüchlichen Ergebnissen – ist bislang nicht eindeutig bewiesen worden, ob 
NK-Zellen im Krankheitsgeschehen von Geflügel überhaupt eine entscheidende Rolle 
spielen. Nachweise funktioneller NK-Zell-Aktivität waren in verschiedenen 
Infektionsmodellen möglich, allerdings blieben die Zellen, die die spontane 
Zytotoxizität mediierten, schwer zu identifizieren. Es kann vermutet werden, dass ihre 
Aufgaben zumindest im Bereich der Zytotoxizität im Huhn von den γδ-T-Zellen 
abgedeckt werden [123]. 
Die verschiedenen Effektorfunktionen von γδ-T-Zellen, deren ganze Bandbreite sicher 
noch nicht bekannt ist, überschneiden sich mit denen von NK-Zellen. γδ-T-Zellen 
können infizierte, aktivierte oder transformierte Zellen erkennen und abtöten. Dazu 
nutzen sie verschiedene Mechanismen, insbesondere Zelltod-induzierende Rezeptoren, 
wie CD95 (Fas) und TNF related apoptosis inducing ligand receptors (TRAILR) [126, 
127], sowie die Ausschüttung von zytotoxischen Effektormolekülen, wie Perforin und 
Granzym [128]. Sie sind also genau wie NK-Zellen zytolytische Zellen und beide 
nutzen die gleichen Grundmechanismen für die Zerstörung ihrer Zielzellen. Allerdings 
unterscheiden sich die Rezeptoren, über die sie aktiviert werden. In bovinen WC1 
positiven γδ-T-Zellen, isoliert aus PBMCs, konnte eine Expression von Granzym B, 
Perforin und FasL nachgewiesen werden, wobei sich insbesondere die Expression von 
FasL nach Aktivierung dieser Zellen erhöhte [129]. Auch in CD8 positiven 
Hühner-γδ-T-Zellen war eine erhöhte Expression von Fas und FasL auf mRNA-Ebene 
nach Stimulation der Zellen mit Salmonellen nachweisbar [92]. Allen γδ-T-Zellen in 
verschiedenen Spezies ist gemein, dass sie vielseitige Effektorfunktionen ausführen 
können, die mit anderen Zelltypen in Zusammenhang stehen, wie z.B. TH17-, TH1- und 
NK-Zellen. Nach Aktivierung können sie beispielsweise IFNγ, das antiviral wirkt, und 
IL-17, ein Zytokin das die Rekrutierung von Neutrophilen induziert, produzieren [130, 
131]. 
Die γδ-T-Zellen spielen beim Rind ebenfalls eine wichtige Rolle als Killerzellen, da sie 
Granulysin [132] und Perforin [133] exprimieren. Die ex vivo Expression von Perforin 
ist vor allem bei jungen Tieren detektierbar, nimmt aber dann deutlich ab; sie ist 
unabhängig von einer Antigen-Stimulierung oder IFNγ. Es scheint also als würde das 
Diskussion 32 
unreife Immunsystem von Kälbern eine Population an γδ-T-Zellen mit „Natürlichem-
Killer“-Phänotyp ausbilden, die mit der Zeit verschwinden [134]. Eine altersabhängige 
Änderung der Perforin-Expression wurde auch für bovine NK-Zellen beschrieben [135]. 
Schweine besitzen ebenfalls γδ-T-Zellen, die MHC-unabhängig und spontan 
zytotoxisch agieren können [136]. Ob sich die spontane Zytotoxizität von γδ-T-Zellen 
beim Huhn altersabhängig verändert wurde noch nicht untersucht; in dieser Arbeit 
stammten alle Hühner aus einer ähnlichen Altersgruppe. 
Für Säuger-γδ-T-Zellen sind bereits einige Liganden des TCRs bekannt. Die humanen 
Vγ9Vδ2-T-Zellen, welche im Blut von Erwachsenen zwischen 50 und 95% der 
γδ-T-Zell-Population ausmachen [36], erkennen mit ihrem Rezeptor phosphorylierte 
Zwischenstufen des Nicht-Mevalonat-Weges der Isoprenoid-Biosynthese, insbesondere 
(E)-4-Hydroxy-3-methylbut-2-enylpyrophosphat (HMB-PP) [137]. Dieser Metabolit 
kommt in Pflanzen und vielen Bakterien inklusive Pathogenen, z.B. Mycobacterium 
tuberculosis, vor, nicht jedoch in Tieren [138]. Strukturell-verwandte Pyrophosphate 
können im Menschen auch während Infektionen oder zellulären Dysregulationen 
auftreten, was die entscheidende Rolle der Vγ9Vδ2-T-Zellen in der anti-infektiven und 
anti-tumoralen Immunabwehr erklärt [139]. Für murine γδ-T-Zellen wurde u.a. 
Cardiolipin und strukturell ähnliche Phospholipide als Liganden entdeckt [140]. Die 
Liste der Liganden für Säuger-γδ-T-Zellen wächst derzeit stetig [6]. 
Die Liganden der Hühner-γδ-T-Zellen sind dagegen noch gänzlich unbekannt. Durch 
die Generierung stabiler Zelllinien mit unterschiedlichen Versionen des γδ-TCRs auf 
der Oberfläche – Vγ1, Vγ2 oder Vγ3 – wird momentan versucht sie zu identifizieren. 
Mithilfe von Reporterzelllinien wie BWZ.36, die stabil mit den unterschiedlichen 
γδ-TCR-Versionen transfiziert werden, dürften Liganden der aviären γδ-T-Zellen bald 
ausfindig gemacht werden. Außerdem könnten nach Immunisierung von Mäusen mit 
diesen stabilen γδ-TCR-Zelllinien mittels Fusion Vγ-spezifische Antikörper generiert 
werden, um die Gewebeverteilung verschiedener γδ-TCR-Varianten im Huhn zu 
untersuchen. Bislang konnten keine gewebespezifischen Prävalenzen bestimmter 
γδ-TCR-Versionen nachgewiesen werden, da sie aber im Säuger vorliegen, lassen sie 
sich auch im Geflügel vermuten. 
Bislang ist unklar durch welche Strukturen auf der Oberfläche ihrer Zielzellen aviäre 
γδ-T-Zellen aktiviert werden. Die LSCC-RP9-Zielzellen haben einen genetischen 
MHC-Hintergrund von B
2
B
15
 [141] und entsprechen damit dem der verwendeten 
Effektorzellen von M11-Hühnern mit B
2
B
2
. Die Erkennung der Targetzellen durch 
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γδ-T-Zellen erfolgt dennoch MHC-unabhängig, wie in dieser Arbeit durch die 
Verwendung von Zielzellen mit unterschiedlichem MHC-Hintergrund, welche aber 
gleichermaßen abgetötet werden konnten, gezeigt wurde. Außerdem hatte die 
Präinkubation der RP9-Targetzellen mit dem anti-Hühner-MHCI-Antikörper F21-2 
keinen Einfluss auf die zytotoxische Aktivität der Effektorzellen (siehe Abbildung 4). 
Auch die γδ-T-Zellen von Säugern agieren, im Gegensatz zu αβ-T-Zellen, MHC-
unabhängig [5].  
 
 
Abbildung 4: MHCI-unabhängige Zytotoxizität 
Einsatz von IL-2 plus IL-12-stimulierten bzw. unstimulierten Milzzellen mit und ohne Zugabe von 
MHCI-mAk im Zytotoxizitäts-Assay 
 
Die Hühner-B-Zelllinie B19-2D8 wurde ursprünglich zur Untersuchung der 
IL18-induzierten IFN-γ-Freisetzung entwickelt [142]. Diese Zelllinie wurde bereits als 
Targetzelllinie im Zytotoxizitäts-Assay mit Hühner-NK-Zellen genutzt; sie ließ sich 
dabei durch die verwendeten embryonalen Milzzellen aber nicht abtöten [120]. 
2D8-Zellen haben einen genetischen MHC-Hintergrund von B
19
B
19
 [142], konnten von 
den γδ-T-Zellen der Milz dementsprechend MHC-unabhängig lysiert werden. Die 
genauere Charakterisierung der neuen Zielzelllinie 2D8 könnte hilfreich sein, um den 
Mechanismus, mit dem γδ-T-Zellen ihre Targetzellen erkennen, aufzuklären. Die 
Hühner-T-Zelllinie MDCC-CU24, mit einem genetische Hintergrund bezüglich MHC 
von B
19
C
2
 [141], konnte dagegen von γδ-T-Zellen aus der Milz nicht abgetötet werden. 
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Interessanterweise sind die CU24-Zellen mit dem Marek-Virus transfiziert, einem 
Virus, der im Geflügel unter anderem Tumore entstehen lässt [143]. Es könnte also sein, 
dass auf der Oberfläche von Zielzellen sowohl Liganden für hemmende als auch für 
aktivierende Rezeptoren vorhanden sind. Bei resistenten Zelllinien, wie der 
CU24-Linie, könnte der Einfluss der hemmenden Liganden überwiegen und so eine 
Zielzelllyse verhindern. Ein Vergleich der Oberflächenstrukturen von RP9-, 2D8- und 
CU24-Zellen sollte Hinweise geben auf mögliche Liganden des γδ-TCRs.  
Für erste Untersuchungen der Zytotoxizität entwickelten Brunner et al. 1968 den 
Chromium-release-Assay [144]. Dessen Nachteile, wie der gesundheitsschädliche und 
teure Umgang mit radioaktiven Materialen, wurden durch die Entwicklung des 
Zytotoxizitäts-Assays unter Einsatz der Durchflusszytometrie von Piriou et al. 
umgangen [145]. Für die Identifizierung der Effektor- und Targetzellen wurden 
verschiedene Farbstoffe verwendet, die Differenzierung in lebende und tote Zellen 
erfolgte mittels PI. Durch die Weiterentwicklung des durchflusszytometrischen 
Zytotoxizitäts-Assays und die Anpassung an Hühner-Zielzellen ist die weitere 
Untersuchung der zytolytischen Fähigkeiten der aviären γδ-T-Zellen leicht realisierbar. 
Der dabei genutzte Farbstoff für die Zielzell-Markierung, eFlour670
+
, ist weniger 
toxisch für Targetzellen als das üblicherweise genutzte CFSE [120] und günstiger als 
PKH67 [146], welches bisher auch für Zytotoxizitäts-Assays verwendet wurde. 
In der weiteren Untersuchung der Zytotoxizität von γδ-T-Zellen wurden verschiedene 
Antikörper verwendet, um die beteiligten Strukturen sowohl auf den Effektor- als auch 
auf den Targetzellen zu identifizieren. Der mAk 20E5 – generiert nach Immunisierung 
mit CD8 positiven/CD3 negativen Splenozyten, die zuvor in vitro mit IL-2 kultiviert 
wurden [120] – war in wiederholten Versuchen in der Lage die zytotoxischen 
Fähigkeiten der γδ-T-Zellen sowohl gegenüber den klassischen Zielzellen RP9, als auch 
gegenüber der neuen Zielzelllinie 2D8, deutlich zu erhöhen (siehe Abbildung 5). Dass 
der mAk 20E5 dabei selbst auf der Zielzelllinie RP9 binden könnte, wurde zuvor mittels 
Oberflächenfärbung ausgeschlossen, sodass sein Einfluss definitiv auf die Milzzellen 
begrenzt ist. Eine genaue Charakterisierung des mAk 20E5 steht noch aus, er zeigte 
aber bereits in früheren Chromium-release-Assays Zytotoxizitäts-steigernde Effekte auf 
IL-2-stimulierten Splenozyten als Effektorzellen.  
Beim Einsatz verschiedener anderer mAk, die in einer Fusion nach Immunisierung mit 
Langzeit-kultivierten γδ-T-Zellen entstanden [147], wurden sowohl steigernde als auch 
vereinzelt hemmende Effekte auf die Zytotoxizität der γδ-T-Zellen aus der Milz 
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beobachtet. Hier bieten sich noch viele Möglichkeiten zur genaueren Untersuchung der 
an der Zielzell-Erkennung beteiligten Strukturen. 
 
 
Abbildung 5: Einfluss des mAks 20E5 auf die Zytotoxizität 
Verwendung der Zielzellen RP9 und 2D8 im Zytotoxizitäts-Assay mit und ohne Zugabe des mAk 20E5 
 
Merkle et al. stellten 1992 in Untersuchungen mit REV-infizierten Hühnern fest, dass 
an der virus-spezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten-Antwort in der Milz 
hauptsächlich αβ-T-Zellen und kaum γδ-T-Zellen beteiligt sind, obwohl diese durchaus 
zahlreich unter den Splenozyten zu finden sind [148]. Die zytolytische Aktivität der 
αβ-T-Zellen war dabei MHC-abhängig und nur gegenüber ebenfalls mit REV infizierten 
Zielzellen nachweisbar, nicht jedoch gegenüber primären Targetzellen. Setzt man 
Merkles Erkenntnisse mit denen aus dieser Arbeit in Kontext, lässt sich vermuten, dass 
die funktionelle Prävalenz der jeweiligen T-Zell-Subgruppe im Huhn abhängig ist vom 
Immun- bzw. Infektionsstatus des Tieres und dass insbesondere bei 
RE-Virus-Infektionen die zytotoxische Aktivität der αβ-T-Zellen überwiegt. Hingegen 
wurde die Bedeutung von zytotoxischen γδ-T-Zellen bei Virusinfektionen im Säuger 
bereits durch Versuche mit dem CMV in der Ratte [149], sowie bei der chronischen 
Hepatitis C des Menschen belegt [150]. Dass aviäre γδ-T-Zellen aber zumindest bei 
bakteriellen Infektionen eine entscheidende Rolle spielen, lässt sich aus zwei 
Untersuchungen von Berndt et al. [91, 92] ableiten, da sich hier sowohl die Anzahl der 
CD8 positiven γδ-T-Zellen im zirkulierenden Blut als auch in verschiedenen Geweben 
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infolge von Salmonellen-Infektionen stark erhöhte. Auch auf eine parasitäre Infektion 
mit Eimerien reagieren Hühner mit einer erhöhten γδ-T-Zell-Frequenz [121]. Das 
Immunsystem scheint sich mittels zytotoxischen αβ- und γδ-T-Zellen für verschiedene 
Infektionsszenarien gewappnet zu haben, wobei die genaue Rolle der beiden Zelltypen 
im gesunden Tier sowie in verschiedenen Infektionsmodellen noch differenzierter 
untersucht werden muss. Auch die Beschaffenheit der Antigene, die von γδ-T-Zellen 
auf diesen verschiedenen Pathogenen erkannt werden, ist noch zu eruieren. 
Pieper et al. zeigten, dass unter den γδ-T-Zellen in Blut und Gewebe während der 
Immunantwort auf eine Salmonella-Infektion diejenigen stark proliferieren, die den 
CD8αα-Corezeptor tragen [151]. Diese Subpopulation könnte eine spezielle 
Untergruppe der CD8 positiven γδ-T-Zellen darstellen, die in erster Linie auf bakterielle 
Antigene reagiert. Da in der vorliegenden Arbeit zur Identifizierung der CD8 positiven 
Zellen der Antikörper CT-8 genutzt wurde, welcher die α-Kette des CD8-Corezeptors 
detektiert, lässt sich leider keine Aussage bezüglich der Anteile der jeweiligen 
CD8-Formen unter den zytotoxischen γδ-T-Zellen treffen. Dazu müssten nachfolgende 
Versuche mit dem Antikörper EP-42, der die β-Kette erkennt, durchgeführt werden. 
Grimm et al. beschrieben bereits 1982 eine heterogene Zellpopulation, die durch 
in vitro-Kultivierung mit IL-2 von humanen PBLs entstand. Jene Zellpopulation war in 
der Lage sowohl primäre als auch kultivierte Tumorzellen abzutöten, obwohl diese 
Tumorzellen gegenüber der Lyse durch nicht-kultivierte NK-Zellen resistent waren. 
Diese Gruppe, die Grimm als „lymphokine-activated killers“ (LAK) bezeichnete [152], 
enthielt NK-, NKT-, und T-Zellen. Auch die zytotoxische Aktivität der Hühner-γδ-T-
Zellen ließ sich durch Kultivierung der Splenozyten mit IL-2 steigern. Da durch 
Versuche unserer Arbeitsgruppe bekannt war, dass die Kultivierung von Splenozyten 
mit der Zytokin-Kombination von IL-2 und IL-12 zu reinen γδ-T-Zellkulturen führt, 
wurde auch IL-12 für eine Präinkubation der Milzzellen vor Einsatz als Effektorzellen 
im Zytotoxizitäts-Assay genutzt. Dabei erwies sich IL-12 alleine als nicht geeignet um 
zytotoxische Effekte zu erhöhen. Die Kombination aus IL-2 und IL-12 hingegen 
steigerte die Zytotoxizität der Effektorzellen enorm. Diese Zytokin-Kombination ist an 
sich bekannt dafür, NK-Zell-Funktionen in Säugern auszulösen [153]. Dabei scheint die 
Kultivierung mit IL-12 die Expression der IL-2-Rezeptor-α-Kette (CD25), welche Teil 
des hoch-affinen IL-2-Rezeptors ist, zu induzieren. Dieser Rezeptor ist im Gegensatz 
zum niedrig-affinen Rezeptor IL-2/15Rβ (CD122), der auch einige andere Zytokine 
binden kann, nicht konstitutiv auf NK-Zellen vorhanden [154]. IL-2 wird von 
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aktivierten T-Zellen produziert, um die B- und T-Zell-Proliferation zu unterstützen und 
um Makrophagen zu stimulieren [155]. Auf Säuger-T-Zellen liegt der IL-2-Rezeptor im 
Ruhezustand der Zelle in der wenig affinen Form, bestehend aus β- und γ-Kette, vor. 
Ein Zusammentreffen mit einem spezifischen Antigen bei gleichzeitigen 
costimulatorischen Signalen aktiviert die T-Zelle, was die Synthese von IL-2 und der α-
Kette des IL-2-Rezeptors induziert, wodurch der nun heterotrimere IL-2-Rezeptor hoch-
affin wird [156]. Ob sich die Kultivierung in Anwesenheit von IL-2 und IL-12 auf die 
aviären γδ-T-Zellen über ebendiese Mechanismen auswirkt, muss noch näher untersucht 
werden. Die unterschiedlich lange Dauer der Stimulation von 48 bis 96 Stunden hatte 
zumindest keine divergierenden Auswirkungen auf die Steigerung der zytolytischen 
Effekte. 
Interessanterweise konnte nachgewiesen werden, dass Hühner im Intestinum sowohl 
eine spontan zytotoxische 28-4 positive NK-Zell-Population als auch eine spontan 
zytotoxische TCR1 positive γδ-T-Zell-Population als Teil ihrer IELs besitzen. Es muss 
also einen evolutionären Vorteil haben über zwei verschiedene Subpopulationen von 
Killerzellen im Darm zu verfügen, die vermutlich von unterschiedlichen Signalen 
aktiviert werden. Um allerdings die jeweilige Rolle der beiden Zelltypen in 
physiologischen sowie pathologischen Gegebenheiten zu bestimmen, müssen noch 
weitere Untersuchungen bezüglich Phänotyp, Funktionen und Liganden vorgenommen 
werden. 
In Mäusen und Menschen wurden für γδ-T-Zellen verschiedene wichtige Funktionen 
bei der Immunabwehr, sowohl von Infektionen als auch von Tumoren, entdeckt [57, 
157]. Ihr Beitrag war dabei jeweils nicht redundant mit den Wirkungen der αβ-T-Zellen, 
was eine Erklärung für ihre evolutionäre Coevulotion liefern könnte. In der 
Humanmedizin werden in klinischen Studien bereits erfolgreich γδ-T-Zellen in der 
Immuntherapie gegen Neoplasien verschiedenster Art eingesetzt [158, 159]. Am besten 
untersucht und am häufigsten verwendet wird dabei die Population der Vγ9Vδ2-T-
Zellen, die in vitro unter anderem durch einen Metaboliten des Mevalonat-Weges (IPP) 
aktiviert wird, welcher auch von Tumorzellen exprimiert werden kann. Maus und 
Mensch zählen aber zu den Spezies mit niedriger Frequenz von γδ-T-Zellen. Warum 
andere Spezies wie zum Beispiel Rinder, Schafe und Hühner hingegen einen viel 
höheren Anteil an γδ-T-Zellen haben, ist noch nicht geklärt. Da aber bei immer mehr 
Arten hohe Frequenzen an γδ-T-Zellen gefunden werden (z.B. Schwein [39], Zebu [47] 
und Elch [48]), könnte die Fragestellung eventuell treffender lauten, warum Mensch 
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und Maus so wenige γδ-T-Zellen besitzen. 
Aufgrund vieler phänotypischer bzw. funktioneller Ähnlichkeiten zu NK-Zellen stellen 
γδ-T-Zellen eine NK-Zell-ähnliche, “innate-like“ (den Zellen des angeborenen 
Immunsystems gleichende) Untergruppe der T-Zellen dar. Sie scheinen dabei aber in 
der Evolution durch ihre vielseitigen Effektorfunktionen einen Vorteil gegenüber NK-
Zellen gehabt zu haben und agierten dadurch erfolgreicher an der Schnittstelle zwischen 
angeborener und erworbener Immunantwort. γδ-T-Zellen schlagen somit eine Brücke 
zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem. 
Durch die Verbesserung des Zytotoxizitäts-Assays und seine Anpassung an das Huhn 
war es möglich die Zytotoxizität der aviären γδ-T-Zellen zu untersuchen. Die 
zytotoxischen Fähigkeiten von γδ-T-Zellen im Huhn zeigten deutliche 
gewebeabhängige Unterschiede. Die γδ-T-Zell-Population im peripheren Blut zeigt 
überhaupt keine Zytotoxizität, die der Splenozyten zu einem gewissen Maße und die 
stärkste zytolytische Aktivität wurde γδ-T-Zellen der IEL-Population nachgewiesen. 
Die höchste spontane Zytotoxizität wurde entdeckt in der intestinalen γδ-T-Zell-
Population; diese war dabei vergleichbar mit der der intestinalen NK-Zell-Population. 
Die spontane Zytotoxizität von Splenozyten lässt sich durch die Kultivierung mit IL-2 
und IL-12 deutlich steigern. Das stärkste zytolytische Potenzial geht von den CD8 
positiven γδ-T-Zellen aus.  
Durch die Erkenntnisse dieser Arbeit ergeben sich einige weitere Fragestellungen, die in 
folgenden Studien untersucht werden sollten. Durch Zytotoxizitäts-Assays mit weiteren 
Targetzelllinien und dem Einsatz von unterschiedlichen Antikörpern, bzw. der 
genaueren Charakterisierung des bereits eingesetzten Antikörpers 20E5, könnten neue 
Aussagen hinsichtlich der Zielzellerkennung bzw. der daran beteiligten Strukturen auf 
den γδ-T-Zellen getroffen werden. Mittels Vγ-spezifischer Antikörper könnten zum 
einen die Gewebeverteilung bestimmter TCR-Typen im Huhn, zum anderen auch deren 
möglicherweise unterschiedlichen zytotoxischen Potenziale untersucht werden. Ob die 
Anwesenheit einer bestimmten CD8-Corezeptor-Form einen Einfluss auf die 
Zytotoxizität hat, ließe sich mit Hilfe des Antikörpers EP-42 nachweisen. Da die 
Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit nur mit Zellen von gesunden Hühnern 
gleichen Alters durchgeführt wurden, wäre es interessant die Veränderungen der 
Zytotoxizität in bakteriellen, viralen und parasitären Infektionsmodellen sowie deren 
Altersabhängigkeit zu überprüfen.  
Zusammenfassung 39 
6 ZUSAMMENFASSUNG 
Spontane Zytotoxizität von γδ-T-Zellen im Haushuhn 
Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung und Charakterisierung der zytotoxischen 
Fähigkeiten der γδ-T-Zellen des Haushuhns.  
Da im Haushuhn im Gegensatz zum Säuger nur niedrige Frequenzen an NK-Zellen in 
Geweben wie Milz und Lunge sowie dem Blut zu finden sind, dort aber zytotoxische 
Aktivität nachgewiesen werden konnte, wurde die spontane Zytotoxizität der beim 
Huhn in vielen Geweben vermehrt vorhandenen γδ-T-Zellen mittels 
durchflusszytometrischem Zytotoxizitäts-Assay untersucht. Durch die Anpassung des 
Zytotoxizitäts-Assays an Hühner-γδ-T-Zellen als Effektorzellen und Hühner-Zielzellen 
wurde die Möglichkeit zur weiteren Untersuchung der Zytotoxizität von aviären γδ-T-
Zellen verbessert. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass die Lymphozyten, die aus 
dem Blut isoliert worden waren, keine spontane zytolytische Aktivität zeigten, die aus 
der Milz hingegen eine spezifische Zytotoxizität von bis zu 50% und die aus dem 
intestinalen Epithel von bis zu 85% vorwiesen.  
Die Zytotoxizität der Splenozyten ließ sich mittels vorausgehender Stimulation mit dem 
Zytokin IL-2 steigern, durch die Stimulation mit der Kombination aus IL-2 und IL-12 
sogar deutlich erhöhen. Die Zytotoxizität wurde gegenüber der klassischen Hühner-
Zielzelllinie RP9 beobachtet, nicht jedoch gegenüber der Zelllinie CU24. Das 
zytolytische Potenzial der γδ-T-Zellen ist dabei nicht MHC-abhängig, da die 
Effektorzellen mit B
2
B
2
-Hintergrund nicht nur die RP9-Zellen mit gleichem 
MHC-Hintergrund, sondern ebenso erfolgreich die neue Zielzelllinie 2D8 mit einem 
MHC-Hintergrund von B
19
B
19
 abtöten konnten. Durch die Auftrennung der 
Effektorzellen aus der Milz in verschiedene Subpopulationen mittels 
Durchflusszytometrie vor deren Einsatz im Zytotoxizitäts-Assay, konnten die CD8 
positiven γδ-T-Zellen als hauptsächlich zytolytisch aktive Subpopulation identifiziert 
werden. Sowohl CD8 negative γδ-T-Zellen als auch CD8 positive αβ-T-Zellen zeigten 
jeweils nur ein geringes zytolytisches Potenzial. Unter den Lymphozyten des 
intestinalen Epithels wurden sowohl zytotoxische NK-Zellen als auch zytotoxische γδ-
T-Zellen gefunden.  
Zusammenfassend repräsentieren γδ-T-Zellen im Haushuhn eine wichtige spontan 
zytotoxische Zellpopulation in verschiedenen Geweben.
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7 SUMMARY 
Spontaneous cytotoxicity of chicken γδ T cells 
The aim of this study was to identify and characterize the cytotoxic potential of 
γδ T cells in the chicken. 
Compared to mammals, only low frequencies of NK cells are detectable in tissues like 
spleen, lung and blood in the chicken. Since cytotoxic activity was observed in these 
tissues in the absence of detectable NK cells the spontaneous cytotoxicity of chicken 
γδ T cells, present in high numbers, was investigated in different tissues via the flow 
cytometric based cytotoxicity-assay. The optimization of this cytotoxicity-assay for 
chicken effector and target cells enabled the further exploration of the cytotoxic 
function of avian γδ T cells. In lymphocytes isolated from chicken blood no 
spontaneous cytotoxicity was detectable, whereas specific cytotoxicity of up to 50% 
was observed in splenocytes and of up to 85% in intestinal epithelial lymphocytes.  
The cytotoxicity of splenocytes was enhanced by preincubation with the cytokine IL-2, 
and strongly increased by the combination of IL-2 and IL-12. The cytotoxicity was 
observed against the prototypic chicken target cell line RP9 but not against the chicken 
cell line CU24. The cytolytic potential of γδ T cells is not restricted to MHC as effector 
cells with a genetic MHC background of B
2
B
2
 are able to kill the new target cell line 
2D8 with a different MHC background of B
19
B
19
 in the same manner as RP9 cells with 
a matching MHC background. By cell sorting of splenocytes the CD8 positive γδ T 
cells were identified as a major spontaneously cytolytic subpopulation. Both CD8 
negative γδ T cells and CD8 positive αβ T cells showed only low cytotoxic potential. 
Within intestinal epithelial lymphocytes cytotoxic NK cells as well as cytotoxic γδ T 
cells were observed. 
In conclusion γδ T cells represent a major spontaneously cytotoxic cell population in 
different tissues of the chicken. 
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